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脱炭酸酵素とは,衆知のごとく,カルボキシル

基を分解 して炭酸ガスを発生する反応を触媒す

る酵素であるが,これには,αアミノ酸の分解

に関与するものと,αケ トン酸の分解に関与す
るものとに,二大別され,前者はピリドキサー

ル燐酸を補酵素とし,後者はアノイリンピロ燐

酸とコエンチームAを補酵素とする｡著者はこ
れら一連の酵素の組織化学的証明法を研究する

にあたって,基質の最 も入手 し易 く,至適 pH

の中 性附近にある動物組織のグルタミン酸脱炭

酸酵素を選んだ｡

グルタ ミン酸脱炭酸酵素は,1937年奥貫36に

より発見された酵素で,当時の記載によると,

グルタミン酸とピロリドンカルボン酸にのみ特

異的に作用 して,酸素を消費することなく,炭酸

ガスを発生せ しめ,その他のアミノ酸,αケ ト

ン酸には作用 せず,至遭pH は6附近にあり,

山百合の花粉,人参,大根,茨蓮草等の高等植

物においてその存在が,検索され,とくに山百

合の花粉のものは,顕著な活性が示されること

が述べられているO高等植物における本酵素の

分布は,1946年,Schales54)et.al.により,さ

らに広汎に研究され,とくに南瓜は本酵素を抽

班,精製するに好き資料であることが 示 され

た,1938Virtanen671et.al.は,legumebach

eriqのrfjにグルタミン酸を分解 して 炭 酸 ガス

を発生する酵素の存在する事実を認め,分角朋安

物であるγアミノ酪酸を金塩として分離 してい

る｡その後,各種細菌,とくに大腸菌により,

種々の実験がなされているが,1955年,Hac,l l /～

はカゼイン水解物の培地上に充子〕しっ ゝある大

腸菌に,グルタミン酸と葡萄糖を追加 して数時

間培養を続けた質料から高単位のグルタミン酸

脱炭酸酵素の標品を得ている01954-1955年,

M(/'11er31:は 671株の腸 内細菌で各種のアミノ

酸 脱炭 酸酵素に就て検討 し,これら諸酵素につ

いての種属特異性を論 じて いる｡1955年,Shaw

58'et.al.冒,153柾の Coliformebacteriaと63

種の変 型菌について検討し,凡ての 変 型 菌 に
1-アミノ酸 酸 化酵素とグルタ ミン酸脱炭酸酵

素の存在 していることを記載 している｡1950年

Awaparal) et.al.および,Robert& Franke1

43)･45 は別個に脳の遊離 ア ミノ酸を 波紋クロ

マ トグラムで検索中, そのスポットのL国こγ-

ア ミノ酪酸を発見 し,動物組織内にグルタミン

酸炭酸酵素の存在することを考察 し,とくに,

Robert& Franke155) は,放射性同位元素であ

る C14でラベル したグルタ ミン酸中に脳のアセ

トン乾燥粉末を加えて酵素反応を行い,反応後

の液の淀紙 クロマ トグラムで放射能はグルタ ミ

ン酸の他はほとんどが γ-ア ミノ酪酸のスポッ

トに出現する結果を得,グルタ ミン酸→ry-ア ミ

ノ酪酸の経路を確認 した｡その後, Wingo&

Awaparaと Robert& Franke146･47:に よ り,

脳における上記経路の詳細な酵素化学的な研究

が行なわれ,多 くの点で他種のア ミノ酸脱炭酸

酵素と共通の性質を記載されている｡脳以外の

諸 臓 器に おける本酵素の存在は, Roberti&

Frankelは微弱ではあるが,肝臓,腎臓および

-111-



-112-

筋組織にこのような活性のあることを述べてい

るが,Werle69'&Briininghaus,Bergerett4) et
al.および, Davison5ノ はその存在を 否定 して

いる｡

1944年,Gale&EppsB4･B5および EppsB3'は
大腸菌と, Streptococcusfaecalisから抽 出 し

たアルギニンならびにチロジンの脱炭酸酵素を

透折により失活させた標品を月武活せ しめる物質

について検討 したが,その当時までに知 られて

いるすべての補酵素は,上記の賦活作用に関 し

て最も有効であった Brewerのイース ト菌から

有効物質の抽出,精製を行ない,該物質に対 し

てコデカルボキシラーゼと名附けた｡この研究

とは別に,1944年,SnellB1台Jは,ピリドキシン

を含まない培地上に発育 している乳 酸 菌 の 中

に,ピリドキシン白身よりさらに顕著に発育促

進効果を有する物質を認め,これが ピリドキシ

ンの酸化された物質とア ミノ化された物質であ

ることを識 り,同時に氏の協同研究者であった

HarrisB9ノet.al.は, 該物質の化学構造 につい

てピリドキシンの有する2個のヒドロキシメチ

ル兆の申 4位の基の酸化または,ア ミノ化を受

けた物質が有効であることを確認 した｡同年,

Gunsalus&BellamyB7'は, Snellのピリドキサ

ールとピリドキサ ミンについて,Streptococcus

faecalisのチロジン脱炭酸 酵素作用に およぼ

す影響を研究 して,ピリドキサ ミンは無効,ど

リドキサールは反応後10分を経てから活性の増

強が見 られた｡さらに,Gunsalus,Bellamy&
Umbreitはピリドキサールに A.T.P.を加える

ことにより活性が顕著に増強される事実を得,

ついで試験管内で,ピリドキサールの 3位の一

級アルコール基を燐酸エステル化させた物質に

就いてそのチロジン脱炭酸酵素におよぼす影響

が, A.T.P.+ピリドキサールに一致 した顕

著な活性増強作用を示すことを認め,ピリドキ

サール燐酸が α-ア ミノ酸脱炭酸酵素の補酵素

であることを主張 した｡ 1945年, Umbreit&
Gunsalus64ノほグルタ ミン酸 ならびに アルギニ

ンの 脱 炭酸過程においてピリドキサール 燐 酸

が,補酵素としての作用を有する事 実 を 記 載

し,同年,Baddiley& Galel)は, リヂ ン, チ
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ロジン,アルギニンの脱炭酸反応に前年,Gale

& Eppsの精製 した コデカルボキシラーゼと,

合成により得 られたピリドキサール燐酸のおよ

ぼす影響を検討 して,両者は-致せる賦活作用

を示すことを記載 した｡1950年,Robert&Fr-
anke145. は脳のアセ トン粉末のグルタ ミン酸脱

炭酸実験において,その反応液中に微量の弗素

イオンの存在下で,ピリドキサール+A.T.P.

はピリドキサール燐駿と同様な効果を来す成績

を得,動物体内でピリドキサールがその燐酸エ

ステルにまで合成 し得ることを証明 した｡1953

午,HuruwitzBIO) は,ピリドキサールが A.T.

P.の存在下に 燐酸エステル化反応を 触媒する

酵素をイース ト菌から抽出精製 してピリドキサ

ールキナーゼと名附けている0

1955年,Steenholt62) et.al.は,D.0.P.A.
とグルタミン酸の脱炭酸酵素は,-SH反応示薬

で阻得を受け透折 した酵素標品では,金属イオ

ンがコファクターとなることから,これら脱炭

酸酵素は機能的な-SH基を有するものであると

述べ,1956年,Davison5｣もまたグルタ ミン酸,

チステイン酸およびチステインスルフィン酸の

脱炭酸酵素において,-SH基が本質的な機能を

有す る もので あると述べ,同年,Bergerett4)

et.al.は,上記 3酵素はその減弱 した状態にお

いては,チステインと2-3-ヂメルカプ トプ

ロパ ンノールは,その活性を補助する作用が認

められるが,ピリドキサール燐酸と共に用いた

場 合 に は 阻止的な結果が見 られる散に,-SH

基は補酵素と結合するのであろうとの見解を発

表 している｡

本酵素はきわめて基質特異性の強い酵素であ

ることが知 られている｡ 1951年,Robert44ノ&
Frankelは 1-グルタ ミン酸と類似の化学構造

を有する物質,すなわち d-グルタ ミン酸,グ

ルタ ミンおよび α-ケ トグルタール酸について

調べた結果では,これらのすべてが脱炭酸を受

けることな く特に d-グルタ ミン酸は阻碍作用

のあることを記 している｡ 至適 pH-は細菌お

よび下等植物では 4.5-5.0, 高等植物では 5.5

-6.5であり,動 物 組織 のものは,Wingo&

Awaparaは, 6.8,Robert& Franke147' は,
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6.4-6.5と記載 している｡ 前者は鼠脳の新鮮ホ

モジエネ- トを用い, 判定には γ ア ミノ酪酸

の定量に主体性をおき後者は廿日鼠の脳のアセ

トン粉末を用いてピリドキサール燐駿添加反応

液において検索され,判定は発生する炭酸ガス

の定量に依存 している｡

本酵素が-CN 基により強 く阻碍 される こと

はすでに, 1937奥貫36'により記載されている

が,この事実は,他種のア ミノ酸脱炭酸酵素に

も汎く認められるところであり酵素中に作用鉄

として存在 している金属を捕捉することによる

ものと思われていた｡ しか しながら1940年,
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WerleB21) はカルボニル基を捕捉する作用を 重

視 し,Girard&Sandolescu86の述べたケ トン示

葉をヒスチヂ ン脱炭酸酵素の反応液に加えて,

そのすべての示粟において阻碍作用のあること

を二己した｡グルタミン酸脱炭酸酵素については

1942年奥貫37がケ トン示葉で阻碍されることを

記 している〔鼠脳においては,1950ノ牛,Wingo

&Awaapara70ノが同様な実験を行って阻 碍 最

終濃度々表 Ⅲのごとくに記載 している｡

Ⅲ 実験材料ならびに実験方法

新鮮凍結切片の作製

第 I表 グルタミン醸脱炭酸醇,JT,;の至適PH

発 表 者

Axelrod.ちet.al.

Beeves,A.

Hood,S.L.

Okunuki,K.

Okunuki,K.

Rohrlich,M.

Schales,0.et.al.

Najjar,Ⅴ.A.etal.

Krishnaswamy,PR.et.
aL

Schormiiller,J.et.al.

Wingo,W.&.∫.
Awapara

Robert.E.&S.Frankel

発 表 年 ～ pH 値 賢

5

1

4

7

2

7

6

4

6

5

0

1

5

5

5

3

5

5

4

5

5

5

5

5

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

i喜:冒 3f諾

76-2中で
作用する

6近辺
5.2-5.5

5.6-5.5

5.6-27r-C

5.5-50

45

4.8～5.2

6.8

6.4-6.5

料

レモン
オレンチ'

大麦

南爪,大根

山百合の花粉

南爪

穀類

種々の高等租物

大腸菌

イ-スト菌
Rhodotorulaglutinis

酉針.[_チーズ

鼠脳,新鮮ホモジエネー ト
マウス脳,アセ トン粉末
ピ リドキサール燐酸を添加し
て測る

2

3

13

36

40

50

55

2

9

ハ日日

7

2

5

【/

4

第n表 ケ トン示薬のグルタミン酸脱炭

酸酵素作用を阻止する最終濃度

文献 (70)より

阻 碍 剤 最終濃度(mclノ1) 阻 止

Cyanide

Hydroxylamine

Semicarbazide

1×10-1 48%

1×10-4 52%

1×10-1 23%

成熟鼠を断苫により屠殺 し, 脳, 肝腑, 冒
脂,副腎,冒, Jlr冊凱 心臓,人腿由筋を別iLJTし

た｡摘出された臓器は直ちに凍結を行うため,

屠殺前に水道水を入れた 金属権を-15(⊃C～-

20oCの冷凍㌍Tl内に入れ数時間放Ir汚して置 くと

錐内容は硬 く結氷するo この缶糾 軍に臓器片を附

弟させて再び冷凍器に入れ,15分～30分間放17f;..

すると組織塊は帯白色の硬い塊と化 し,小フJの

尖で容易に剥離することが出来る様になる｡剥

離した臓器塊を予め冷却された木のブロックに

冷凍器内で水 を以て固着せ しめ,次で冷凍器内

でユ ング型の ミクロ トームを以て厚さ20ミクロ

ンの切片を作製 して被覆硝子に貼 布する｡薄切

時の温度は臓器の種類に従って異なるも-17o

Cから-7oCの問であるO

加 熱 対 照 標 本

新鮮凍結切片を蒸気釜の中で30分加熱 して作
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成する｡水蒸気の影響を防 ぐため被覆硝子に貼

布 された新鮮凍結切片を金属容器の中に入れて

密閉 し,容器ごと蒸気釜中に入れて加熟 した｡

炭酸脱水酵素租標品の作製

Meldrum & Roughton, および Keilin&

Mannの方法を参照とした｡すなわち杓轍酸 ソ

ーダ混合血液 500cc,を遠心沈降器で3500/分回

転30分間操作して赤血球を分離 し, これを洗源

する目的で,ほ ゞ同量の生理的食塩水と混和お

よび遠沈を 3回操 り返 し行 う｡硝 子小球を容れ

た 1000C.C.のコルベ ン中に洗源 された赤血球を

入れ, さらにこれと同量の冷却された蒸潜水を

注いで溶血 させ,次いで血色素を凝固,除去す

る目的でコルベ ンを好 く振塗 しながら95%アル

コールとクロロフォルム とを 180･'13の 比率に

混合 した液の資料 とは ゞ同量を注入 し,終了後

も大約 5分位振塗を続けるOその後冷蔵庫車に

放置 して血色素を完全に変質させ る｡す な わ

ち, この操作で資料は赤色調を完全に失い,渇

色の凝固物 と化する｡次いで波紋の表面を硝子

綿で保護 した減斗にて凝固 した血色素を除去す

ると淡黄色透明の液が得 られる｡癒紙上に残っ

た凝固物はよ く粉砕 して再びアル コール,クロ

ロフォルム混合液にて抽出す る｡か くして得た

淀液を有機溶媒除去の目的で勝髄膜を用いて一

昼夜流水中に透折 し,次で,凍結乾燥を行い帯

褐白色の粉末を得 る｡ この物質は塩化カルシウ

ム入 りの 2重 ビンに容れ,冷蔵庫内 に 保 存 す

る｡

基質液の作成

蒸 滑 水 100cc

塩化 カルシウム 5g

グルタ ミン酸 1,0g

水酸化カルシウム 0,25g

上記処方により基液を作製する｡水酸化カル

シウムとグルタミン酸 とは夫 々単独では水は溶

け難いが,両者を混合す ると,塩を形成 して溶

解す る｡散に 5分～10分間程, これ らのほとん

どが溶解するまで板垣を続けるO軽度に加温す

ると,溶解は速かであるが煮沸することは染色

上好ましくない｡溶解が完了すると pH を 6.8

とする｡ このためには 1/5規定の苛 性 カ リを

京大結研紀要 第8巻 第3号

1.2-1.5cc加えた｡ (以下 この液を原液と 記

す)原液作製に用いる水酸カルシウム粉末は空

気中の炭酸ガスを吸収する故に,封切 り後,也

来得 る限 り新 しいものを使用す る｡又原液は実

験当 日に作製 し,口をゴム管で水酸化バ リウム

槽に連絡 してお く｡

反応液作製ならびに反応操作

酸素反応操作の直前に原液 10C.C.に炭 酸 脱

第 一 図 水酵

素粉末2mgとグル

タチオ ン1mgを加え

た 37oCに加

温する｡反応槽は直

径 2cm高さ,2c

mの硝子容器を使

用 し,この中に標

本を貼布 した被覆

硝子 2枚を裏面を

合せて斜立される

｡ 開口部は空気中

の炭酸ガスの影響を防 ぐため,ゴム管を以って

水酸化バ リウム液槽に連絡する｡反応時間は15

分～5時間まで臓器の種類により適宜選択 した

｡一般に脳は 1時間又はそれ以下,その他の臓

器は 3時間以上が好い染色結果を得 られ るように思われる｡

反応後操作反応終了後,標本を取 り出し

て, 2回 水 洗し, 7-8%流酸銅,水溶液に15

分～20分間浸･i責し,後 2回水洗 し,エタノ

ールを 通 じて から涯紙上で白然乾燥させ,次で

硫化水素ガスを通 じてある容気内に 1- 2分放

置する｡ この操作で酵素活性を有する部分は硫

化銅の黒色沈澱を形成する｡硫化の終った標本は1

0%～20%のフォルマ リン水で固定 (5分～1

5分) し,以後は通常の標本と同様アル コール

で脱水 して,辛シロールで透徹カナダバルサ

ムにて 封 入 を 行う｡核染色を望む場合はフォル

マ リン水固定の後純アルコ-ル中20分～30分放

置して,腕脂をほどこした後,再び水道水に浸

してからヘマ トキシリンにて染色することにより目

的 を 達 する｡Ⅲ 実験法に
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アミノ酸脱炭酸酵素とは,αア ミノ酸を分鮮

して炭酸ガスを発ji:_して基質に相当する一級ア

ミンを形成する反応を触尭某する酵素である｡こ

の種の酵素に関する組織化学的な証明がなされ

ないのは, 37oC常圧そして中性附近において

は,炭酸ガスを即時に吸収 して強間な水に不溶

性の沈澱物質を形成させることが困難であるこ

と起関するC著者はこの仕事に着手 す るに 先

に立ち不溶性の炭酸塩を作る陽イオンについて

pHを7に矯正した溶液を作成 して,その液 中に

炭酸ガスを通気 して沈澱の発:生状態を観察 した

使用 した陽イオンは,Ca+十,Sr十十,Ba十十,Fe+ 十 十

Ni十←,Co十十,Pb++,および陽イオン界面活性剤の

一種である-イア ミンについてであったが,そ

のすべてにおいて即時,沈減を起 したものはな

かったL,唯一の例外として塩犠牲酢酸鉛は中性

附近で炭酸ガスの通気により沈澱を起すが,こ

の物質は組織に対する親和性が強いことと, し

ばしば酵素に対 して阻碍的な作用を有する散に

酵素の組織化学的証明の手段として用うること

には不適当と思われた｡

しかしながら,炭酸イオン (CO 3~~)は, そ

の金属塩が水に不溶性の沈澱物を形成するもの

が多 く,この性質は,1930年, SenB17, 1956

年,田上 B19㌧et,a1,のウレアーゼ,1949年,中

非 et,al,の炭酸脱水酵素の組織化学証明法に

用いられ良き結果をおさめている｡ この方面の

成果は脱炭酸酵素の組織化学的証明法を開発す

る方面においてもその可能性を暗示するものが

ある｡

水溶液内での炭酸素はC02 として又はCO3~-
HCO 3~として溶存 している｡ この三 者 の 相 互

関係は溶液のイオン環境により支配され,とく

に水素イオンが強く影響を与えている｡さらに

イオン環境を変化させた場合,それにともなう

これら三者の平衡状態の変異の速度は緩徐であ

ることが知られている｡αア ミノ酸の脱炭酸過

程を考察するにそのカルボキシル基の炭素原子

は,それがイオン化 した場合においては,隣接す

る2個の酸素原子のメソメリーの結果,常に潜在

的に電子不足の状態となり,陽性の電荷を有す

ることに近い状態にある(図mのnJ｡)補酵素で
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あるピリドキール燐酸がαアミノ基と結合 し,

Schiff塩基を形成 した状態においてほどリヂン

核の4位の側鎖の二重結合が共離 しているため

電子状態が変化して窒素原子の非共有電子対は

どリヂン核の方に吸引され易 くなる｡この効果

が隣位の炭素原子におよぶときにはこの α位の

炭素原子も亦電子不足状態となり,潜在的に陽

性の荷電状態となるため,カルボキシル基の炭

素原子との問に反校を生 じて切れ易い状態とな

第二図 ア ミノ酸脱炭酸機転の想定
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る｡ この間に,水の分子が関与 して H十がα位

の炭素に OH~がカルボキシル基の 炭素原子 に

配向し,次いで炭素間の結合が切れて重炭酸イ

オンが生ずることが想像される｡もし脱炭酸反

応が C02 の状態で 発生するならば 組織化学的

証明は困難であるが,もし重炭酸イオンの状態

で発生するならば,組織化学的証明が可能であ

ることを暗示するとい 得ゝよう｡

酵素の活性を組織化学的に証明するに際 して

終末産物の沈澱の生成状態が不完全であるとき

には予め終末産物を加えて反応液を 不 安 定 に

して, こ の中で酵素反応を行う方法があり,

Koelle&FriedenwaldB12､はこの方法で,コリ

ンエステラーゼを BurtonB2)は,グルクウロニ

ダーゼの組織化学的に証明することに成功 して

いる｡著者は予め重炭酸ソーダを加えて反応を

作成 し鋭敏化を試みた｡硝酸コバル トとグルタ

ミン酸ソーダは共に単独では水溶液は pH 7附

の反応を示す｡ しかるに両者を等モル量混合さ

せ ると pHは酸性に傾 く,この溶液はバルビタ

ール酸ソーダの様な弱塩基を加える こ と に よ

り,溶液の状態を破壊することなくpH を 7.8

までに上昇することができる｡この中に予め重

炭酸ソーダを加えて,最終的にバルビタール酸

ソーダで pH を7.6に補正 した反応 液 を 作 成

し,対照としてこの反応液中にヒドロオキシル

アミン 10~3molを加えた溶液を用い,鼠脳の

新鮮凍結切片を5時間反応 させて両 者 の 比 較

上著明な発色の差を認めた｡他の対照標本 (セ

ミカルバチ ド 10~3mol, 基質に グルタミン酸

の代 りにアスパラギン酸を用いたもの,加熱標

本)との問にも著明な発 色 差 を 認め,さらに

ヒドロキシラミンの濃度と阻碍との関係を調べ

たところ 10~3-10~5mol/1に終末阻止濃度の存

在することを認めた｡この事実は昭和34年 口本

病理学会に発表 したが当時の反応液の処方をこ

ゝに記載する｡

蒸 滑 水 8.6cc

lmolグルタミン酸ソーダ 0.3cc

lmol硝酸コバル ト 0.2cc

5%重炭酸ソーダ 0.4cc

l/5molバルビタール酸ソーダ 0.5cc
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このようにして本課題に対する曙光を見出し

たのではあるが,この反応液中には重炭酸イオ

ンがグルタミン酸と等モル近辺にまで混入 して

いるので,もし組織切片内に炭酸脱水酵素が存

在 しているならば,

2HCO3~一十CO2+CO3~~十H20

なる反応が進行 して,こゝに発生する炭酸イ

オンは重炭酸化合物よりはるかに溶解度の低い

沈澱を形成する故に炭酸脱水酵素の存在 してい

る部をより一層強 く染色する可能性が生ずる危

慨を免れない｡

然 しながら炭酸脱水酵素は

CO2+H2享±H2CO3

H2CO32CO3"十2H十

CO3-+CO2+H20--22HCO3- Ⅲ

の反応の中, Ⅰ式をその平衡状態に ま で 進 行

する過程に関与する酵素で,これをグルタミン

酸反応液中に加えて標本を反応 させるならば終

末産物がC0 2の状態で発生するにしてもあるい

は,HCO3~の状態で発生するにしてもその一部

分は速かにCO 3" に迄変化させることができる

ことを想定 した,ナ トリウム塩を除 く炭酸塩は

重炭酸よりも難溶性であ る｡炭酸系の共存する

格液で,CO3~~を沈澱する液相を 作っておけば

反応はつねにCO3~~形成の方向に進行する｡こ

の反応を促進させて,組織から発生 す る炭 酸

系をその局部において即時不溶性の炭酸塩とし

て沈澱させる目的で,炭酸脱水酵素を反応液中

に添加することを試みた｡ すな わち 1/20mol

の重炭酸ソーダと同量の液量を混和することに

より,即時iBEiF主著な沈澱を発生させる条件のもと

に,コバル ト,カルシウム,ス トロンチウム,

バ リウム,の4種の金属イオンとグルタミン酸

とから溶液を作製 し, 最終的に苛性カリで pH

を7,4に補正 した溶液を原液とし,この中に炭

酸脱水酵素とグルタチオンを添加 して反応液を

作成 し,この液を用いて鼠脳の切片で加熱標本

を対照として反応させたところ,カルシウムの

例においてのみ対照との比較において発色上著

明な差異を認めることができた｡

切片上に沈澱 したカルシウム塩を発色させる

ためには,カルシウムを直接発色せ しめる方法

と,一度他の金属と置換 した後,第二の金属を
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発色せ しめる方法とが知られている｡切片をア

ムモ-ヤアルカリ性のア リザ リンスルフォン酸

の溶液に浸漬 し,種々の時間に亙って検索 した

が,加熱対照標本との間に差異を認めることが

できず,発色過程に際 し,一旦沈澱 したカルシウ

ムイオンが溶出した形跡が認められた｡ア リザ

リンスルフォン酸の溶液中に種々なカルシウム

イオンを沈澱せ しめる陰イオン (燐酸,棲酸,

炭酸等)を添加 して検討 したが好 い 結果を斎す

に平らなかったO発色前にカルシウムを沈澱さ

せる示薬である燐酸塩,炭酸塩,篠酸塩,8ヒ

ドロキシキノリン等で定着を試みたが切片上に

過剰に非特異的に沈澱を形成 したり,あるいは

一度沈澱 したものが剥離を起 したり,あるいは

発色を妨げる効果が現われて,目的を達するこ

とが で き なかった｡この方法の他に,組織内

に沈著 したカルシウムを証明する方 法 と して

VonKossaB13)の方法が知られている｡本 法 は

一般に燐酸カルシウムにのみ特異的に反応する

も の として知られているが,Schuscik16) によ

ると非結晶性の炭酸カルシウムは反 応 を 呈 す

るが結晶性の炭酸カルシウムは反応を呈せずと

の記載があり,闇上はウレアーゼの組織化学的

証明法に応用 して切片上に折出した炭酸カルシ

ウムの沈澱を発色させている｡著者もこの方法

に倣って,反応を終了した切片を蒸潜水で洗っ

てから5%の硝酸銀液中に入れてタングステン

電光下に曝射 して異化を観察 したCこの標本で

見られる発色は,灰黒色で,標本を一面に覆 う
様に着色 し,加熱対照標本との問にも明らかに

差異が認められたが,鏡検すると淡い色調で徴

純な局在を調べることは困難であり,又この発

色物を定着させる目的で,チオ硫酸ソ-ダ溶液

内に浸潰 したところ槌色が著 明であった｡発色

物を同定させる目的でフォルマ リン水,-イ ド

ロキノン溶液に浸漬 したが,前者はチオ硫酸ソ

ーダに依 る腿色を防 ぐことがlL烏来ず,後者は標

本の表面に粗大針状の黒色沈澱 物が組織構造と
は全 く鯉関係に析出していた｡

カルシウムを他種の金属と置換 して後硫化を

施して酵素の局在を硫化金属の黒色沈澱にて示

す方法は鋭敏ではあるが,金属が非特異的に組
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織蛋白と結合 して発色 したり,又色彩が茶褐色

を呈し,又本組織内に存在する色素との区別に

困難を感ずるため,必ず しも好ましい方法では

ないのであるが,本法(カ ルシウムー基質液法)

における沈氾物の染色に対 してほ標本上の沈着

物が脆弱なる故に,上記に試みた方法は何れも

失敗に了ったゝめ,この方法について検討さる

ことを余儀なくさせられた｡置換に使用 した金

属は銀,水銀,鉛,銅 ,ニッケル,コバル トで

あったが,この中,水銀,ニッケル,コバル ト

は染色上明瞭な局在を示すことな く,銀はその

硫化物の沈損は深黒色で徴純な局在を明瞭に示

すが,蛋白質との結合性が強 く,かつ反応液中

の塩素イオンの影響を組織切片上の沈澱物を破

壊することなくして完全に除去することは困難

であり,さらに,本質的に噂鋭性の強い臓器で

は酵素局在をIFU定することに困難を覚えた｡鉛

は硫化標本を得 るには最も信頼性のある金属イ

オンで特に3%の硝酸鉛の溶液中に2-3分間

浸漬すると好い結果を得ることができる｡ しか

しながら,これ以上浸漬時間を延長させる組織

蛋白と非特異的に結合 して対照標本をも染め出

す恐れがあり,又硫化鉛の沈澱は鏡検上,黄褐

色であり,微細な構造物について検討するには

好ましくない,なお硫化鉛は弱酸性の溶液では

極めて少量なら溶解するため,カナタバルサム

の様な酸性の封入剤を用うると長期保存に耐え

ることが出来ないO銅の硫化は技術上,鉛に較

べてやや不安定な結果を示すが,フォルマ リン

同定を胞すと色調が深 くなり,鏡検上明瞭な局

在を示 したo可溶性の鋼の化合物と して 塩 化

銅.硫酸銅,酢酸銅,フエー リング示薬につい

て検討 したがフエー リング示薬は炭酸塩の沈澱

が溶出 し全 く特異的な発色物を認めず酢酸銅は

類脂体を染め出す効果があり,塩化銅と硝酸銅

は,発色物の輪郭が不鮮明であり,硫酸銅がも

っとも優れた染色効果を示 したO著者は主とし

て8%硫酸銅水溶液中15分～20分浸潰の方式を

採用 し,この他 しばしば硝酸鉛法を併用 した｡

標本上の金属の沈澱を硫化する目的のために

揺,硫化ソーダの水溶液を用うることが操作上

最も簡易であり,脳の標本においては加熱対照
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標本に著 しい差異を示す様に思われた｡ しかし

ながら,脳以外の臓器では硫化ソーダの中に浸

すと-且は標本の表面に著明な黒色の沈澱が出

来るが間もな くこの沈澱は剥離 して脱落するの

が認められる｡このことは切片上の折出 した炭

酸塩の沈澱が脆弱なことゝ硫化ソーダの持って

いる苛性に基 くものと思われた｡ 鋼の沈澱を強

化するために,燐酸塩,穆酸塩,炭酸塩,ロダ

ン塩,ロダ ン塩,+亜硫酸塩,ロダン塩 +ピリジ

ン,フェロシアン塩,安息香酸アンモニウム+

ヘキサメチレンテ トラミン,8-ヒドロキシキノ

リン等,種々の CuH 沈澱剤の水溶液中に浸潰

し,后硫化ソーダにて硫化 したが,この試みは

凡て失敗に了った｡次いで硫化ソーダの苛性を

避けて硫化を行う目的で硫化水素ガスの発生装

置を作 り,ガスの通路に硝子槽を設けて,この

中で鉛置換された切片を硫化 した｡切片が湿潤

していると硫化銅が溶出する傾向にあることを

認めたので鉛置換された標本を乾燥する必要を

生 じた｡乾燥剤として,メタノール,エタノー

ル,アセ トンを用いて検討 したところ,エタノ

ールが最も輪郭の明瞭な発色を示 した｡

以上の検討の結果より得られた方法を,本論

文Ⅲ項に記載 したが,この方法においても未だ

完成の域には達 していない,すなわちしばしば

切片上に大きな針状の結晶の折出が見 られるこ

とがあり,染色上,必ず しも美麗なる標本を得

ることは出来ないが,検出法としては,比較的

安定な染色効果をもたらすことが可能となった

ので前項に記載 した｡

本法により検出される発色沈澱物に対する酵

素化学的な検討を加えた｡ケ トン示薬による阻

碍実験についっては基質液 10cc中に 1/10mol

の塩酸 ヒドロキシラミンと塩酸セミカルバチ ド

を苛性カリで pH を, 7に補正 した液を 0.1cc

加えて阻碍剤が 10~3mol/1含有する反応液を作

製 し脳と肝臓の切片について検討 したところ肝

臓からは両者共に全 く発色沈澱を見ることが出

来なかった｡これに反 し脳は発色がわずかに減

弱 しているにとまった｡次いで補酵素添加によ

る影響を調べた｡ 即ち基質液 10ccに対 しピリ

ドキサール燐酸を 3mg加えて, 5分,10分,15
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分,20分,30分,45分, 1時間と経過を逐って

観察 したところ5分反応の標本ですでに,ピリ

ドキサール燐酸非添加標本に較べ発色が明らか

に増加されている事実を認め,30分では,両者

の差を顕著に示す結果を得た｡これにより本法

で発色される沈澱物は脳におけるものでも,そ

の発色沈澱の一部はグルタ ミン酸脱炭酸酵素の

活性に基 くものであることが判定された｡阻碍

剤添加によっても脳の切片の発色が完全に阻止

出来なかったことは,脳組織 自身が本質的に金

属晴好性を有 していることによることゝ思われ

る,この点についてはさらに一段と述式の改善

を試みることを希望するものである｡

Ⅳ 大黒鼠における本酵素反応の

分布

第二項において記述 した理由により現在の段

階では染色所見より酵素の局在を決定づけるこ

とに就ては仮令加熱標本に対照として充分なる

比較を行ったにせよ慎重を期さねばならない｡

以下本法により数回検討を重ねは 一ゞ定 した染

色性を示すのみを略述するが個々に関する決定

的な判断についてはさらに種々な角度から検討

されねばならない｡

中枢:神経系- 神経節細胞はおおむね最も強

く発色を示す,とくに延髄の核中の神経節細胞

は比較的明瞭に原形質内に頼粒として見 られる

故ニッスル小体に一致するものと思われる｡大

脳核のものも比較的分明な輪廓を示すが,皮質

のものは不分明であった｡脈絡膜上皮も強 く発

色するが贋細胞は弱陽性を示 し,これは星空状

腰細胞と思われる｡線維成分では腰線維,神経

線維共に弱陽性を示す｡前者はとくに神経節細

胞に連続する部に強 く見 られる｡一般にいって

灰白質に強 く,白質に弱 く,/J瑚tA'では斬粒層に

おいて最も強 く,分子層これに次ぎ,髄質は最

も強い,延髄では白質にはほとんど発色は見 ら

れない｡

肝臓- 肝細胞の原形質に粗大な輯粒状に発

色が見 られるoこれはR.N.A.は頼粒 に一致す

るものと思われているO小葉内では特に中心域

の細胞に強 く発色 している｡膿管上皮発色せず

問質組繊および血管もおはむね陰性である｡星
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細胞は判定が困難である｡

腎臓- 肝臓に較べ反応は一般に軽度である

が一般に腎上I支･倒i:皐度ながら反応を示す様に思

われる｡特に皮質の上皮の内蹄に向う縁の郡に

栖強 く見 られる｡ 微弱ではあるが論題体内部に

星型の鳥峡状に反応のあらわれる部を見 るがこ

れは練僅体の上皮と思われる｡他の線色体のA,:,.巧

は陰 陣である｡

肺蔵- 気省枝上皮にや ゝ強い反応を示 して

いる｡肺胞壁にわずかながら徴LFJに反応を示す

小塊が散在 しているが,これは帖胞上皮の信用二

に一致するものと思われるo

碑職- 糾絹細胞の頂形質に最 も強 く見 られ

遊走細胞にも軽度に発色しているOがい して碑

髄に強 く液胞内は弱い,被膜ならびに梁柱は反

応を示さないO

心臓- 筋頂線維に一致 して線状にあらわれ

ている｡ これ らの線は反応の強いところと弱い

ところが交互に配列 し,横紋構造に一致 してい

る｡問質は一般に陰性であるが時 として強 く発

色する線状の物休が見 られる｡ これは神経終末

を想像させる｡

大腿直筋- ほ ゞ心筋 と同様に発色 して居 る

が,が い して心臓に見 られるものより遥かに微

弱である｡筋鞘 の邦が特に強く発色することが

目立っている｡

副 腎- 皮質の所見は不安定で局在を断定す

ることは閑雅であるC髄質は瀦蔓性に弱 く発色

しており,この車 に,ときとして粗大な粒伏の

強 い 発色物を見 るが,これを神経節細胞に由来

するものと判定するまでに至っていない｡

消化管- 胃上位の后乎上皮は粕粒暦と最上

層との問に層状に発色が見 られる｡胃底部では

上皮全体がほ ゞ発色 しているが特に基底部のも

のが強 く腸においてもは ゞ同様な所見が得 られ

るが,がい して胃におけるるものより強 く発色

している｡筋層も微弱ながら発色 している様に

思われる｡

Ⅴ 結 語

新鮮凍結 切片を用いて炭酸脱水酵素 とグルタ

チオンを添加 した高濃度のカルシウム浴液でグ
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ルタミン酸脱炭酸酵素を組織化′､即勺に証明する

ことを可能たらしめたO この操作で,脳 切片を

用いてピリドキサール燐根による賦活作用と,

肝臓切片を/F肌 lて,ケ トン示薬による阻碍作用

を確認することが出来る｡ しか しながら脳の切

片は本質的に金rZ･T,イオ ンに対する親和性が強い

ため,非特異的な発色が見 られるo

Ai文に訂 成した術式は末だ完成の域に逢 して

わいないが脱炭酸酵素系の研究に曙光を見出 し

たものと信ずる｢
謝辞 潤筆するにあた り,本題目についての研究を

命ぜられ,かつ指 導下された高松教授ならびに援助 卜

された研究圭の:～位に深甚の謝意を表 します(
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